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ABSTRAKT  
Dette projekt tager udgangspunkt i den ikke‐lineære kinetik der observeres i form af en burst‐fase i kalorimetriske 
forsøg, når cellulase‐systemer og β‐glucosidase samarbejder om at nedbryde forskellige cellulosiske substrater. Burst‐
fasen ses i form af en høj varmeudvikling, der kort tid efter falder drastisk. I dette projekt blev følgende teorier, der 
kunne ligge til baggrund for den ikke‐lineære kinetik, undersøgt: 1. Uproduktiv og inhiberende binding af cellulase til 
cellulose 2. Effekten af heterogent substrat på hydrolysehastigheden. Der blev endvidere foretaget en undersøgelse af 
den kalorimetriske metode, hvor det blev undersøgt, hvorvidt der forekom nogen varmeudvikling der ikke kunne 
tilskrives frigørelsen af glukose.  Teorierne blev undersøgt vha. en Thermal Activity Monitor (TAM) der målte 
varmeudledningen fra hydrolysen af cellulose, samt HPLC der undersøgte for koncentrationen af frigjort sukker efter 
hydrolysen. 
Til dette formål blev anvendt Trichoderma reesei cellulase systemet (Celluclast) og en β‐glukosidase fra Aspergillus 
Niger (Novozym 188) på to model‐substrater, det amorfe substrat Regenerated Amorphous Cellulose (RAC) og det 
krystallinske substrat Avicel. 
Det blev fundet at det var muligt at opnå lineær kinetik ved at anvende en lav enzymkoncentration på 2,5 FPU 
celluclast / 10 IU Novozym 188 (2,5 FPU) i op til to timer på RAC. Dette taler for at uproduktiv binding medfører en 
lavere hydrolysehastighed ved højere enzym–doser, fordi enzymerne kommer til at stå i vejen for hinanden på en 
substrat‐overflade der er mættet af enzymer.  
I et efterfølgende glukose‐assay blev det dog fundet, at hydrolyseraten ved 15 FPU /60 IU (15 FPU) efter ti minutter 
faldt fra 10 gange 2,5 FPU’s hydrolysehastighed til tre gange hastigheden. Dette kunne indikere en af følgende to 
muligheder: 1. Der var to faser i RAC substratet, hvoraf 2,5 FPU ikke nåede at hydrolysere den første af disse væk 
indenfor de to timer. 2. Der blev fundet en høj koncentration cellobiose ved både 15 FPU‐ og 2,5 FPU‐reaktionen efter 
ti minutter, hvoraf det kun var den høje enzymdosis, der blev påvirket af produktinhibering, på grund af den mættede 
substratoverflade beskrevet tidligere. 
Hydrolyse på en substratblanding bestående af RAC og Avicel viste, at Celluclast ikke har nogen præference for RAC 
over Avicel, men at den overordnede hydrolyserate faldt lineært jo større andel Avicel der var i prøven.  
Det blev forsøgt at kompensere for fordelingsvarmen ved injektionen af enzymer, samt for omrøringsvarmen fra 
propellerne i reaktionscellerne, men det var ikke muligt at sige noget konkluderende vedrørende fremmed 
varmeudledning ved fraspaltningen af sukker. 
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ABSTRACT 
This project takes its beginning in the non‐linear kinetics observed in the form of a burst phase when cellulases and β‐
glucosidases hydrolyse cellulose in calorimetric experiments. The burst phase is seen as a large production of heat 
which shortly after decreases dramatically. In this project the following theories, which could be the reason for non‐
linear kinetics, were investigated: 1. Non‐productive and inhibitory binding of cellulase to cellulose. 2. The effect on 
the rate of hydrolysis on heterogeneous substrate.  Furthermore, an investigation of the calorimetric method was 
performed, where it was investigated, whether any heat production, which could not be applied to the release of 
glucose. The theories where investigated using a Thermal Activity Monitor (TAM) which measured the release of heat 
during the hydrolysis of cellulose, and HPLC which analysed the amount of released glucose after the hydrolysis was 
completed. 
The Trichoderma reesei cellulase system (Celluclast) and a β‐glucosidase from Aspergillus Niger (Novozyme 188) were 
used on two model substrates, the amorphous substrate Regenerated Amorphous Cellulose (RAC) and the crystalline 
substrate Avicel. 
It was found that it was possible to obtain linear kinetics by using a low enzyme concentration with 2,5FPU Celluclast / 
10 IU Novozyme 188 (2,5FPU) for up to two hours on RAC. This points toward that non‐productive binding result in a 
lower hydrolysis rate at higher enzyme concentrations, because the enzymes get in the way of each other on a 
substrate surface that is saturated with enzymes. 
Afterwards, it was found in a glucose‐assay, that after ten minutes the hydrolysis rate at 15FPU/60IU (15FPU) fell from 
10 times the rate of 2,5FPU to 3 times this speed. This could indicate one of the following two: 1. That there were two 
phases in the RAC substrate, of which 2,5FPU did not hydrolyze the first of the two entirely during the two hour 
hydrolysis. 2. A high concentration of cellobiose was found after ten minutes in both the 15FPU and 2,5FPU reaction, 
of which only the high enzyme concentration was affected by product inhibition because of the saturated surface‐area 
as described earlier. 
Hydrolysis on a substrate mixture consisting of RAC and Avicel showed that Celluclast does not have any preferences 
toward RAC rather than Avicel, but that the general hydrolysis rate fell linearly with the amount of Avicel in the 
reaction vessel.  
Compensation for the heat of dispersion during injection of enzymes along with the stirring heat from the propellers 
in the reaction cells was attempted, but it was not possible to make any conclusive statement regarding foreign heat 
production during the hydrolysis reaction. 
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2 INDLEDNING  
Med de stigende oliepriser og de stadigt større stridigheder i debatten om sammenhængen mellem CO2‐udledningen 
og den  globale opvarmning,  lægges der mere og mere  energi  i  at  finde  alternativer  til de  fossile brændstoffer. 1. 
generations‐bioethanol er et af disse alternativer og er allerede blevet introduceret i stor skala i bl.a. Brasilien og USA, 
hvor der anvendes sukker og stivelse til at producere ethanol (Hahn‐Hagerdal et al. 2006). Da sukker og stivelse også 
anvendes til mad m.m., vil produktionen af sukker og stivelse  ikke være tilstrækkelig til at kunne bære det stigende 
behov for bioethanol. Endvidere er CO2‐reduktionen ved at anvende bioethanol fra sukker og stivelse frem for fossile 
brændstoffer  ikke så høj som ønsket (Farrell et al. 2006). Grundet den utilstrækkelige mængde sukker og stivelse til 
ethanol,  arbejdes  der  nu  på  2.  generations‐bioethanol  der  anvender  lignocellulose,  som  f.eks.  kan  være  det 
overskydende plantemateriale fra korn‐ og træ‐industrien. 
I modsætning til stivelse er der mange inhiberende faktorer når det kommer til nedbrydning af lignocellulose til sukker 
der  kan  fermenteres  videre  til bioethanol  (Mansfield et  al. 1999) Disse  faktorer  forekommer  lige  fra plantecellens 
andre bestanddele, herunder hemicellulose og  lignin, og ned  til  selve  cellulosen der  i  lignocellulose har  en meget 
heterogen struktur der varierer i cellulosens kædelængde, makrostruktur og krystallinitet og kan gå fra at være alt fra 
amorf (meget løs struktur) til en tætpakket krystalstruktur. 
På  Figur  1  ses  en  oversigt  over  processen  fra  biomasse  til  ethanol.  Biomassen  er  den  samlede mængde  organisk 
materiale på jordens overflade, og refererer her til lignocellulosen. Først forbehandles biomassen således at nogle af 
de uønskede komponenter  i biomassen, såsom hemicellulose og  lignin, vaskes væk, og substratet, cellulosen, bliver 
mere tilgængeligt. Herefter hydrolyserer enzymer cellulosen til sukker som fermenteres videre til ethanol. Dette kan 
gøres enten i to trin, eller samtidig SSF på figuren. 
 
Figur 1: Flow‐skema over omdannelsen af biomasse til ethanol (Hahn‐Hagerdal et al. 2006) 
Tidligere har det kun været muligt at måle hydrolyseraten af cellulose ud fra enzym assays, hvor hydrolysen stoppes 
efter  en  given  tid,  hvorefter  koncentrationen  af  sukker  måles.  Kalorimetriske  metoder  såsom  Thermal  Activity 
Monitoring (TAM) er begyndt at se deres anvendelse indenfor analyse af substrater og enzymer til bioethanol. TAM er 
en  real  time  analysemetode  der  gør  det  muligt  at  måle  enzymkinetik  løbende,  i  modsætning  til  at  måle 
koncentrationen af sukker, der kun giver et mål for den gennemsnitlige hydrolysehastighed.  
Real‐time analyse gør sig især anvendelig i problematikkerne vedrørende 2. generations‐bioethanol, hvor det ønskes 
at anvende lignocellulose såsom halm og træ frem for stivelse fra korn m.m. Ved at overvåge varmeudviklingen er det 
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muligt at undersøge hydrolysehastigheden af en heterogen celluloseprøve mens den forløber, hvilket giver et bedre 
indblik i mekanismen bag hydrolyse af heterogent cellulose.  
Dette termiske indblik giver dog ophav til en række problemstillinger der skal løses, før kalorimetri kan anvendes til at 
analysere hydrolysen af biomasse kvalitativt. Når en standard cellulose‐hydrolyse med cellulase undersøges vha. TAM, 
fremkommer der en karakteristisk kurve som ses på Figur 2. 
 
Figur 2: Burst‐fasen overfor en ideel hydrolyse situation hvor der opnås steady‐state efter en lag‐periode. 
Den  høje  top  der  ses mellem  de  to  røde  streger  i  ovenstående  figur  kaldes  burst‐fasen,  og  som  navnet  antyder, 
fortæller toppen at der er en stor varmeudvikling  i starten af hydrolysen som hurtigt aftager. Baggrunden for burst‐
fasen er ikke klarlagt og dens tilstedeværelse kan skyldes flere ting, hvoraf følgende tre ting vil blive undersøgt i dette 
projekt: 
1. En teori er at der forekommer non‐productive binding eller crowding‐effekt, der skyldes at der anvendes et 
overskud  af  enzymer.  Cellulaser  består  af  et  carbohydrate‐bindings‐modul/cellulose‐bindings‐domæne 
(CBM/CBD) der binder til det uopløselige substrat. Ud fra dette postuleres det, at ved overskud af enzymer, 
vil  antallet  af  bindingsmoduler  på  den  aftagende  overflade  af  cellulose  forhindre  enzymets  katalytiske 
domæne adgang til substratet. (Valjamae et al. 1998)  
2. Den  aftagende  overflade  på  cellulosen,  også  kendt  som  surface‐erosion modellen  i  litteraturen,  er  også 
fundet  som en  faktor  i  ikke‐lineær hydrolyse af heterogene  substrater, der består af både krystallinske og 
amorfe fibre.  
3. En teori specifik  for kalorimetriske metoder  lyder, at når bindingsmodulerne adsorberer til den uopløselige 
cellulose,  frigives  der  energi  på  baggrund  af  adsorptions‐entalpien  eller  enzymets  faseovergang  fra 
opløsningen. 
Dette  projekt  vil  belyse  de  overnævnte  problemstillinger  gennem  hydrolyse  ved  overskud  af  substrat  frem  for 
overskud af enzym. Herved burde det være muligt at se en  lineær kinetik hvis det er crowding‐effekten der  ligger til 
baggrund for problemstillingen, da enzymerne så ikke kan blokere for hinanden. Hydrolyse af heterogent substrat vil 
blive  undersøgt  ved  at  anvende  det  krystallinske  substrat  Avicel  og  det  amorfe  substrat  Regenerated  Amorphous 
Cellulose  (RAC).  Det  vil  blive  forsøgt  at  blande  Avicel  og  RAC  i  et  forsøg  på  at  observere  et  ”knæk”  i 
hydrolysehastigheden, og vil derved give et mål for hydrolysehastighed som funktion af overfladeareal. Adsorptions‐
entalpien vil blive undersøgt ved at sammenholde varmeudviklingen fra et TAM‐forsøg, med koncentration af sukker 
målt vha. HPLC. Herved vil det være muligt at undersøge hvorvidt der forekommer nogen varmeudvikling som ikke er 
resultat af, at cellulosen er blevet nedbrudt til sukker. 
Hvis det er crowding eller heterogent substrat der ligger til baggrund for dannelsen af burst‐fase‐effekten, vil det være 
muligt at anvende kalorimetri  som metode  til at kortlægge hvilken  indflydelse andre  faktorer har på hydrolysen af 
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cellulose. Hvis det opdages, at der er en varmeproduktion, der ikke er et resultat af cellulose der bliver hydrolyseret til 
sukker, vil det give en pejling om, hvad der efterfølgende skal undersøges for at løse problemstillingen. 
3 2.  GENERATIONS BIOETHANOL 
Som  nævnt  i  indledningen,  så  er  der mange  forskelle mellem  1.  og  2.  generations‐bioethanol.  I  dette  afsnit  vil 
substrater, enzymer og mekanismer nødvendig for nedbrydelsen af cellulose blive beskrevet. 
3.1 PLANTEMATERIALE/SUBSTRATER  
Cellulose  udgør mellem  35  og  50 %  af  planters  tørvægt  og  findes  næsten  udelukkende  I  cellevæggene.  Cellulose 
beståer af en D‐anhydroglucopyranose–polymer, der  i modsætning  til  stivelse har en 180o  rotation mellem hver af 
dens gentagende enheder  (repeating units), dimerene anhydrocellobiose  (Figur 3). Denne  rotation medfører at der 
kræves flere enzymer for at det kan blive nedbrudt end hvad der er tilfældet med stivelse. 
 
Figur 3: Cellobiose. Hver cellobiose‐enhed er vendt 180 o i forhold til sine naboer (Zhang and Lynd 2004). 
Den matrice der sammen med cellulose udgør strukturen af cellevæggen varierer meget henover planteriget. Selve 
celluloseindholdet  varierer  kun  i  længden  af  kæderne,  samt  i  hvordan  cellulosekæderne  er  placeret  i  forhold  til 
hinanden.  Cellulose  findes  som  lag  af  glucopyranose‐ringe  der  ligger  plant med  efterfølgende  lag  stablet  ovenpå 
hinanden. Dette stabiliserer strukturen ved at danne bindinger på tværs af kæderne (intrachain). Kæderne kan  ligge 
parallelt og antiparallelt hvorved der er et højt antal af hydrogen‐ og van der waal‐bindinger mellem glucopyranose‐
monomererne  (interchain), der giver cellulosefibrene en krystallinsk struktur. Derudover kan cellulosekæderne også 
ligge mere forskudt i forhold til hinanden. Dette giver cellulose kæderne en mere løs eller amorf struktur (Zhang and 
Lynd 2004).  
Cellulosen indgår i en matrice der kaldes fibriller. Fibrillerne er en del af en større organisering kaldet mikrofibril, der 
igen  går  sammen  og  danner  en makrofibril  og  til  sidst  danner  laget  i  plantens  cellevæg.  Denne  organisering  har 
betydning for substratets overfladeareal. På Figur 4 kan man se størrelsesforholdet mellem enzymet cellobiohydrolase 
I og cellulosestrukturen. 
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Figur 4: Organisering af cellulosekædernes makrostruktur set i forhold til enzymet cellobiohydrolase I fra Trichoderma reesei. (Mansfield et al. 
1999) 
Jo mere amorf karakter cellulosen  i en  fibril har, desto mindre er dens krystallinitets  indeks  (CrI) og desto større er 
overfladearealet. Substratets overfladeareal angiver hvor stort et område der er tilgængeligt for enzymerne der skal 
nedbryde cellulosen. Typisk har plantemateriale en meget ujævn  fordeling af krystallinsk og amorf cellulose, hvilket 
bl.a. er med  til at gøre det  svært at bestemme enzymkinetik ved nedbrydning af cellulose  til sukker; noget  som vil 
blive  beskrevet  nærmere  i  senere  afsnit.  Andre  faktorer  der  kan  påvirke  nedbrydningen  af  biomasse  er  de  andre 
bestanddele  der  findes  i  cellevæggen,  herunder  xylan  og  lignin  (Berlin  et  al.  2006),  der  er med  til  at  krydsbinde 
cellulosefibriller.  
Som  tidligere  nævnt,  varierer  de  forskellige  planters  komposition  meget.  Herudover  findes  der  adskillige  typer 
modelsubstrater der anvendes i et forsøg på at forenkle hydrolysen så den nemmere kan forstås. Nedenfor er nogle 
af de aktuelle typer substrater nævnt. Fælles for alle modelsubstrater er, at de  ikke  indeholder  inhibitorer  i form af 
lignin m.m.  
Substrater der normalt anvendes I RUC’s biomasseprojekt: 
- PCS (Dilute sulfuric acid Pretreated Corn Stover): Corn Stover er de strå der er tilbage fra korn efter høsten, og er 
et af de substrater Danmark satser på at kunne anvende til 2. generations bioethanol. PCS har en komposition på 
57.5 % glucan, 7 % xylan og 27.2 % lignin. 
- Avicel (PH‐101): Mikrokrystallinsk cellulose 
- PASC  (Phosphoric Acid Swollen Cellulose): Avicel behandlet med koncentreret  fosforsyre hvilket åbner cellulose 
partiklernes struktur, og gør PASC til et mere åben og amorf cellulosesubstrat. 
RAC er et nyt substrat udviklet af Zhang et al. 2006 der vil blive anvendt i projektet: 
- RAC (Regenerated Amorphous Cellulose): RAC er en cellulose dissolution (opløsning, frem for en cellulose swelling 
(opslemning  af  substratet)  som  PASC,  hvilket  gør  den  til  et  mere  homogent,  amorft  alternativ  til  PASC. 
Fremstillingen  af  RAC  og  PASC minder meget  om  hinanden  idet  de  begge  forberedes  ved  at  ”åbne”  avicel‐
partikler med koncentreret fosforsyre. Forskellene ligger i, at der til produktion af RAC bruges cellulose‐partikler 
med en diameter på 20 µm, mens avicel, der anvendes til produktion af PASC, har en partikeldiameter på 50 µm. 
Herudover gør Zhang et al. 2006 også opmærksom på, at en fosforsyre‐koncentration på over 80 % er essentiel 
for at opnå cellulose dissolution) frem for cellulose swelling. 
I dette projekt er kun RAC og avicel blevet anvendt. 
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3.2 CELLULASER  
For at mikrober, bakterier og svampe m.v. kan nedbryde lignocellulose, skal der anvendes adskillige typer enzymer.  I 
dette projekt arbejdes der med enzymsystemet fra svampen Trichoderma reesei og kun med modelsubstrater uden de 
inhibitorer der  findes  i plantecellerne, hvorfor der  i dette afsnit kun  fokuseres på de enzymer der er  relevante  for 
nedbrydningen af cellulose. 
Cellulasesystemet for Trichoderma reesei består af mindst to exoglucanaser, cellobiohydrolase I og II (CBHI+II), og fem 
endoglucanaser (EG1‐5), hvoraf CBHI‐II og EG1 og 3 er hovedkomponenterne (Nidetzky and Claeyssens 1994) 
Cellobiohydrolaserne består af et katalytisk domæne, et cellulose‐bindingsdomæne og et  linker‐domæne, der er en 
kæde som binder det katalytiske domæne til bindingsdomænet (Lee and Brown 1997) De har begge et tunnel‐formet 
katalytisk domæne, der nedbryder cellulosen  fra hhv. den  reducerende ende  (CBHI) og den  ikke‐reducerende ende 
(CBHII) hvoraf det primære produkt er cellobiose. Bindingsdomænet er vigtigt for hydrolyse af uopløseligt cellulose, 
men gør kun en lille forskel når der anvendes opløselige substrater (Reinikainen et al. 1992) 
Endoglucanase har et katalytisk domæne med en åben kløft  frem  for en  tunnel hvilket gør den  i stand  til at klippe 
glucosidbindinger midt i cellulosekæderne (Kleywegt et al. 1997). Dette medfører en synergi med CBHI‐II, da der bliver 
frigjort flere celluloseender som de kan binde sig til, hvorved nedbrydningshastigheden øges. 
Beta‐glucosidase,  i  dette  projekt  Novozym  188  fra  svampen  Aspergillus  niger,  tilsættes  for  at  undgå  produkt‐
inhibering, der fremkommer ved højere koncentration af cellobiose, som er nærmere beskrevet i næste afsnit. 
Cellulasernes enzymaktivitet angives med enheden FPU  (Filter Paper Units) der bestemmes ved at anvende 50 mg 
Whatman no. 1 filter papir hvoraf 0,1875 FPU hydrolysere 2 mg glukose. 
Β‐glukosidasen  enzymaktivitet  angives  i  IU  (International  Units)  der  er  mængden  af  enzym  der  skal  til  for  at 
hydrolysere 1 µmol cellobiose pr. minut 
3.3 HYDROLYSE  AF  CELLULOSE  
Der  er mange  faktorer  der  har  indflydelse  på  hastigheden  af  hydrolyse,  hvoraf  nogle medfører  en  ufuldstændig 
hydrolyse, nogle en  generelt  lavere hydrolysehastighed, og nogle en  ikke‐lineær  kinetik. Derudover analyseres der 
også  i  litteraturen mange forskellige typer  lignocellulose og modelsubstrater med flere forskellige cellulasesystemer, 
hvilket resulterer i, at hvad der er gældende i en situation, ikke nødvendigvis gælder i en anden.  
Ud  fra  reviewet  Mansfield  et  al.  1999  kan  hydrolysehastigheden  afhænge  af  følgende  faktorer  i  substratet: 
Ligninindhold, krystallinitet og tilgængeligt overfladeareal, hvoraf de to sidste er forbundet med hinanden, da et mere 
krystallinsk  substrat  er  lig med  et mindre  overfladeareal.  Derudover  kan  hydrolysehastigheden  også  afhænge  af 
følgende faktorer hos enzymerne: Adsorption til substrat, synergien  i enzym systemet, herunder produkt‐inhibering, 
der modvirkes med tilsætning af β‐glucosidase og kombinationen af exo‐ og endo‐cellulaser.  
 I  lignocellulose har  inhibitorer der  findes  i plantecellen, som  f.eks.  lignin,  indflydelse på den  ikke‐lineære hydrolyse 
(Berlin  et  al.  2006).  Det  er  blevet  observeret  at  lignin  inhiberer  cellulaserne  ved  adsorption, men  også  at  lignin 
fungerer  som  sterisk  interferens  ved  at  binde  til  cellulosestrukturen,  og  derved  mindsker  det  tilgængelige 
overfladeareal på substratet.  (Mansfield et al. 1999) 
I modelsubstrater ses der også en  ikke‐lineær kinetik, hvorfor der må være andre  faktorer end  inhibitorer, der har 
indflydelse på hydrolysehastigheden. Valjamae et al. 1998 og Zhang et al. 2006 undersøgte tre af mulighederne, der er 
postuleret  at  kunne  forårsage  den  ikke‐lineære  kinetik.  Herunder  produktinhibering,  substratheterogenitet  og 
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enzyminaktivering.  Enzyminaktivering  kan  forekomme  på  baggrund  af  enzymustabilitet  samt  uproduktiv  reversibel 
binding til substratet, crowding‐effekten. Zhang et al. 2006 anvendte cellulasesystemet  fra Thermomonospora  fusca 
og Valjamae et al. 1998 anvendte T. systemet. 
De  to  artikler  finder  at  substratheterogenitet  er  den  primære  årsag  til  ikke‐lineær  kinetik.  Zhang  et  al.  2006 
konkluderer dette ved bl.a. at inkubere endocellulasen E2 med filterpapir for at observere et fald i hydrolysen af CMC. 
Valjamae  et  al.  1998  udførte  hydrolyse  på  Bacterial  Microcrystalline  Cellulose  (BMCC,  et  homogent,  krystallinsk 
substrat) hvorefter restsubstratet (recalcitrant substrate) blev udsat for en ny hydrolyse med friske enzymer, hvorved 
man fandt at hydrolysehastigheden blev kraftigt reduceret. Dog udførte Yang et al. 2006 et lignende forsøg med Avicel 
som substrat og T. reesei‐systemet, og fandt at heterogenitet ikke havde nogen indflydelse på hydrolyseraten. Yang et 
al. 2006 foreslog derefter at enzyminaktivering kunne ligge til baggrund for deres resultater. 
Enzyminaktivering  ved  ustabilitet  blev  afvist  ved  at man  genfandt  den  oprindelige  kinetik  når  der  blev  tilsat  frisk 
substrat til forløbet (Valjamae et al. 1998), hvorfor denne kan afvises som en faktor der påvirker hydrolyseraten. Dog 
fandt samme forskergruppe at crowding blev desto mere udtrykt, jo højere enzymkoncentration de anvendte. 
Produktinhibering  blev  afvist  som  en  vigtig  faktor  ved  hhv.  at  sammenligne  hydrolyseraten  med  og  uden  tilsat 
cellobiose og med og uden β‐glucosidase, men Zhang et al. 2006 gør opmærksom på, at synergi med β‐glucosidase 
normalt først ses ved højere hydrolysehastighed (Walker et al. 1993). 
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4 METODE  
I dette afsnit vil forberedelsen af opløsninger og enzymer blive beskrevet. 
4.1 UDSTYR 
- Thermometric 2277 Thermal Activity Monitor med Digitam for Windows ver. 4.1 software 
- Thermolyne nuova stirrer med kompressor 
- IKA Labortechnik Ultra‐Turrax T8 homogenisator 
- Struers Lab Plus Thermoblock 01  
- Mettler Toledo AT261 Delta Range vægt 
4.2 REAGENSER 
- Avicel PH‐101 Fra Fluka nr. 11363 
- Sigmacell Cellulose, Type 20 fra Sigma nr. 047K‐0074 
- Celluclast 1,5 L fra Novozymes  
- Novozym 188 fra Novozymes 
- ortho‐Phosphorsyre 85% fra Merck nr. 1.00573.1000 
- Calciumclorid‐dihydrat fra Merck nr. 1.02382.0500 
- Natriumacetat fra Sigma nr. 108H01471 
- Natriumazid fra Sigma nr. 107F‐0568 
4.2.1 OPLØSNINGER  
Forberedelse af de opløsninger der blev anvendt under projektet, herunder standard buffer, enzymer og substrater 
4.2.1.1 ENZYMER: 
Enzymblandingen  bestående  af  Celluclast  (exo‐  og  endo‐glucanaserne  fra  T.  reesei)  og  beta‐glucosidasen  fra 
Aspergillus niger, Novozym 188, blev lavet ud fra stamopløsninger med koncentration på hhv. 84FPU/mL og 385IU/mL 
og blev  fortyndet  til  15FPU Celluclast og  60IU Novozym  188 pr.  gram  cellulose  ved  25 µL  injektion  (efterfølgende 
forkortet til 15FPU) som er den koncentration Zhang et al. 2006 anvendte ved deres indledende studier med RAC. Da 
det  er  en  opløsning  med  fire  gange  så  høj  koncentration  Novozym  188  i  forhold  til  normalt  anvendt  i 
biomasseprojektet til PASC og PCS, antages det at forfatterne har taget højde for at tilsætte nok β‐glucosidase til at 
undgå evt. produktinhibering fra cellobiose. Alle opløsninger og substrater blev pH‐justeret til enzymblandingens pH‐
værdi på 4,80 for at undgå støj i forsøget som funktion af pH‐forskelle mellem enzym og substrat. Derudover blev der 
også  lavet en enzymblanding på 2,5FPU/g  cellulose og 15IU/g  cellulose  (efterfølgende  forkortet  til 2,5FPU),  ved at 
fortynde 15FPU opl. i fem dele buffer, således at det var samme volumen der skulle tilsættes til cellerne. 
Det blev  tidligt  i projekt opdaget at enzymblandinger ved denne koncentration var  langsomt bundfældende. Dette 
fænomen var ikke blevet nævnt tidligere. Problemet forventes at give nogen varians forsøgsserierne imellem. 
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4.2.1.2 STANDARD BUFFER 
Der blev  forberedt en  standardbuffer  som alle enzymer og  substrater blev  fortyndet  i. Bufferen bestod af 50 mM 
Natrium acetat og 2 mM CaCl2‐dihydrat. 
4.2.1.3 SUBSTRATER: 
RAC blev forberedt ud fra protokollen i bilag 10.1, med Sigmacell 20 som udgangspunkt og 2x 200mL i stedet for 500 
mL.  Natrium  azid  blev  tilsat  for  at  undgå  bakterievækst,  der  kan  fremkomme  som  en  forstyrrelse  i  forsøget 
efterhånden som cellulosen bliver nedbrudt til sukker.  
Avicel blev  forberedt ved at blande 3 gram Avicel PH‐101  i 200 mL standard buffer. Efterfølgende blev opløsningen 
homogeniseret i 30 minutter og tilsat 5 mM Natrium Azid som beskrevet under RAC. Bemærk at der til forberedelsen 
af RAC kan anvendes Avicel‐PH105 i stedet for Sigmacell20, men at betegnelsen ”Avicel”, medmindre andet er angivet, 
refererer til Avicel PH‐101. 
4.3 FORSØGSOPSÆTNING  
Alle prøver blev  inden forsøget afgasset  i 10 minutter for at undgå  luftbobler  i prøverne. TAM’en havde fire kanaler 
med hver sin reaktionscelle. Der blev fordelt 1 mL substrat i hver celle, hvorefter cellen blev sat ned i maskinen. Der 
blev  først etableret basislinje uden omrøring og efterfølgende med omrøring  for at bestemme  friktionsvarmen  fra 
omrøringen.   Efterfølgende blev enzymerne  injiceret ned  i  reaktionscellerne via slanger. Volumen der blev  injiceret 
afhang af mængden af substrat  i reaktionscellen. Der blev  løbende  lavet elektrisk kalibrering efter at basislinjen var 
etableret. 
Pga. en fejl i TAM’en kunne den kun fungere ved 25 °C hvilket gav en tre til fire gange langsommere hydrolyse (Intern 
korrespondance m. Leigh Murphy). 
Alle data blev i første omgang korrigeret for injektionsvolumen og elektrisk kalibrering, og fik sat deres basislinje uden 
omrøring til nul. Injektionsvolumen varierede lidt efter hvilken pumpe der var koblet til den respektive kanal i TAM’en, 
samt hvor meget der skulle injiceres. I de fleste forsøg drejer det sig om, at pumpen der var koblet til kanal 1 og 2 (CH1 
og 2), injicerede 20,003 µL og kanal 3 og 4 (CH3 og 4) injicerede 20 µL i forsøgene. Dette er en bagatel, men ved nogle 
af de fortløbende forsøg hvor der blev injiceret 18 µL ned i cellen, injicerede pumperne hhv. 17,971 µL og 17,917 µL 
hvorfor faktoren blev medtaget i behandlingen af resultaterne alligevel. Der blev løbende lavet elektrisk kalibrering på 
10µW, hvorefter der blev kalibreret i forhold til den fundne værdi. 
Herudover blev der også  lavet et kontrolforsøg for at kompensere for  fordelingsvarmen eller Heat of dispersion ved 
injektion af enzymer ned i cellen. Forsøget blev lavet ved at injicere inaktiverede enzymer ned i cellen med substrat, 
og efterfølgende måle tilførelsen af varme.  
Friktion fra omrøring  i reaktionscellerne blev kompenseret for ved at måle friktionen før, under og efter hydrolysen 
som beskrevet nærmere i afsnittet ”Indledende forsøg”. 
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5 RESULTATER  
I  bilag  10.4.1  findes  der  en  arbejdstegning  over  et  eksempel  på  en  15FPU  hydrolyse  med  forklaring  samt  alle 
hjælpestreger der blev anvendt  ved databehandlingen af TAM‐forsøgene. Da der  var  risiko  for at bundfældning  af 
enzymer  og  substrat  havde  en  stor  indflydelse  på  opsætningen  af  forsøgene  og  derved  kunne  medføre  en  høj 
intermediær præcision, er hovedforsøgene opstillet på ”dagsbasis”, hvor én dag er én kørsel med fire kanaler. 
5.1 INDLEDENDE  FORSØG  
Der blev lavet nogle indledende forsøg for at kontrollere substraterne og bestemme deres koncentration. Derudover 
blev værdien for varmen ved  injektion af enzymer  i substratet bestemt således at der kunne ses bort fra denne ved 
hovedforsøgene.  Herudover  vil  det  her  blive  beskrevet  hvordan  der  blev  kompenseret  for  friktionsvarmen  ved 
hovedforsøgene. 
5.1.1 VALIDERING  AF  SUBSTRATER  
RAC:  Der  blev  foretaget  tørstofprøve  (total  solid)  på  substraterne  som  beskrevet  i  bilag  10.2  for  at  bestemme 
koncentrationen  af  substratet  i  standardbufferen.  I  første  omgang  var  det  kun  muligt  at  opnå  en 
cellulosekoncentration på 0,68 %  (6,8mg/mL). Efterfølgende blev der  afpipetteret  så meget  af  supernatanten  som 
muligt  i et  forsøg på at opkoncentrere substratet. Dette medførte en koncentration på 0,8 % svarende til 8 mg/mL. 
Resultaterne fra tørstofprøverne af RAC og Avicel kan ses i bilag 10.4.2. En koncentration på 0,8 % betyder at der skal 
injiceres 20 µL af enzymblandingen for at der er 15 FPU enzymer i cellen. 
Rent visuelt kunne der ses en tydelig forskel mellem RAC og Avicel mens RAC og PASC næsten var identiske, dog med 
det  forbehold  at  RAC  havde  en  tørstofsværdi  på  0,8  %  mod  1,31  %  for  PASC),  af  den  PASC‐prøve  der  blev 
sammenlignet med. 
I Zhang et al. 2006 fandt de, at en 0,5 % RAC‐prøve blev fuldstændigt hydrolyseret på 30 minutter ved 50 °C og 15FPU 
enzymdosering. Til sammenligning tager en total hydrolysering af en tilsvarende mængde PASC seks timer og PCS 85 % 
hydrolyseret efter fire dage ved en enzymdosering på 15FPU Celluclast/15IU Novozym 188.  
Som kontrol af substratet blev de resultater der blev observeret for RAC i Zhang et al. 2006 forsøgt genfundet ved at 
køre et tilsvarende forsøg på et Isothermal Titration Calorimeter (ITC). ITC’en anvendes til en kalorimetrisk metode der 
kan måle varmeudviklingen af en hydrolyse. Den blev kørt med 1mL 0,8 % RAC ved 50 °C i 2 timer med en enzymdosis 
på  15FPU  for  efterfølgende  at måle mængden  af  fremkommet  sukker  ved HPLC. Det  var  imidlertid  kun muligt  at 
genfinde 4,07 mg/mL glucose, svarende til 51 % hydrolysering efter 2 timer. Det  lave resultat kan skyldes fejl under 
forberedelsen eller bundfældning af enzymerne som nævnt tidligere. 
Avicels tørstofprøve gav en koncentration på 1,81 % 
5.1.2 FORDELINGSVARME  VED  INJEKTION  
Enzymerne blev inaktiveret med kogning ved 105 ºC i 5 minutter hvorefter den ene halvdel blev holdt ufortyndet på 
15FPU, mens  den  anden  halvdel  blev  fortyndet  seks  gange  til  en  aktivitet  svarende  til  2,5FPU. Herefter  blev  der 
injiceret 20µL af hver ned i de respektive celler ved 0,300 µL/sek. Hver celle indeholdt 1mL 0,8 % RAC hvorfra følgende 
resultat fremkom: 
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Figur 5: Energi der fremkommer ved injektion af 20µL inaktiverede enzymer med de pågældende koncentrationer. 
Som det kan ses på Figur 5, så kom 15FPU  ikke ned og opnåede den originale basislinje som ses ved 2,5FPU. Dette 
betød at enzymerne ikke blev fuldstændig inaktiveret. Derfor var det ikke muligt at adskille mellem adsorptionsvarme 
og injektionsvarme i hovedforsøgene. 
5.1.3 KOMPENSERING  AF  FRIKTION  FRA  PROPELLER 
Dette  afsnit  er  ikke  et  egentlig  indledende  forsøg men  en  beskrivelse  af  hvordan  der  vil  blive  kompenseret  for 
friktionsvarmen  i  det  første  forsøg  crowding.  Da  der  arbejdes  med  substrater  og  enzymer  der  bundfælder,  er 
omrøringen  i  cellen  under  forsøget  vigtig.  En  af  problemstillingerne  ved  disse  forsøg  er,  at  det  er  et  uopløseligt 
substrat der bliver hydrolyseret  til et opløseligt produkt. Dette medfører at  friktionen  fra omrøringen vil ændre  sig 
henover forløbet, og derved vil medføre en skæv basislinje, hvorimod man, hvis friktionen var den samme under hele 
forløbet, blot ville kunne  trække basislinjen med  friktion  fra. Der er  flere måder hvorved der kan kompenseres  for 
denne bias, hvoraf følgende er set afprøvet i biomassegruppen på RUC.  
1. Omrøring i tre minutter efter injektion af enzymer for at blande substrat og enzymer.  
2. Udføre  et  enzymassay  som  beskrevet  tidligere  og  måle  friktionen  hvorved  der  fremkommer  en  række 
punkter der kan bruges til at fastlægge en basislinje.  
Første mulighed  virkede  utilstrækkelig  til  dette  projekt,  da  der  bliver  arbejdet med  substrater,  og  blandinger  af 
substrater med forskellige udfældningshastigheder. Anden mulighed ville tage fire timer, pr. punkt, pr. substrat hvilket 
hvilket gjorde det uladsiggørligt på den fastsatte tid.  
I stedet blev det undersøgt om det var muligt at  indføre et 3. punkt eller F2  for anden  friktion  i hydrolysen. Se evt. 
bilag 10.4.1  for arbejdstegningen. Friktionen  fra omrøring  før  (F1) og efter  (F3) hydrolysen var  let at  indføre. Dette 
kunne gøres ved  først at etablere en basislinje uden omrøring,  tænde omrøring og måle  forskellen, og  i den anden 
ende blot ved at slukke omrøringen. Det 3. punkt blev indført ved at slukke omrøringen i ~20 min. indtil profilen havde 
samme  hældning  som  før  der  blev  slukket  for  omrøringen.    Da  varmeudviklingen  også  falder mens  det  3.  punkt 
bestemmes, blev hullet, dannet af den tid hvor omrøringen var slukket, lappet med en passende funktion, således at 
det var muligt at deducere  forskellen  i varmeudviklingen med og uden omrøring, ud  for  samme  tid. Dette gav  tre 
punkter der gør det muligt at tilpasse en funktion (eksponentiel eller polynomium) som basislinje. 
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Da indsættelsen af det tredje punkt egentlig var et kontrolforsøg, blev der også lavet en formel der kunne beregne det 
tredje punkt  for den originale kørsel hvor det  tredje punkt  ikke var medtaget. Dette blev gjort ved at beregne det 
procentmæssige fald fra F1 til F2, hvor faldet fra F1 til F3 = 100 %. På denne måde var det muligt at beregne det 3. 
punkt, uafhængigt af hvilken kanal og propel der blev anvendt, da propellerne i de forskellige kanaler ikke kører med 
præcis den samme hastighed.  
5.2 CROWDING FORSØG  
Der blev kørt to sæt forsøg over to dage i 1mL 0,8 % RAC som følgende tabel viser: 
Dag 1  Dag 2
CH1  15FPU CH1 15FPU +3p
CH2  2,5FPU CH2 2,5FPU +3p
CH3  Fejl 15FPU +3p CH3 Fejl 15FPU
CH4  Fejl 2,5FPU +3p CH4 2,5FPU
 
CH1‐4 angiver de fire kanaler der er i TAM’en. ”+3p angiver at der er blevet slukket for omrøringen efter injektionen, 
således at  forskellen mellem med og uden omrøring kunne måles eksperimentielt. Men der blev også  lavet  forsøg 
hvor omrøringen ikke blev slukket for at være sikker på, at det ikke gjorde noget for reaktionen at der blev slukket for 
omrøringen  den  halve  time. De  forsøg,  hvor  omrøringen  ikke  blev  slukket,  fik  beregnet  hvor  stor  en  forskel,  det 
teoretisk ville have gjort, hvis der var blevet slukket for omrøringen. Dem der er markeret med ”fejl” har  ikke været 
gode nok til at der kunne beregnes basislinjer og arealer for dem. Typisk er grunden til at de markeres som fejl, at de 
ikke har nået at danne basislinje inden injektion, som var under tidspres for at undgå bundfældning af enzymer.  
De  korrigerede  data  præsenteret  i  Figur  6  og  Figur  7  herunder,  er  rådata  korrigeret  for  injektion  og  elektrisk 
kalibrering. Derudover fik de forsøg, der ikke er markeret som mislykkede, sat basislinjerne uden omrøring til nul. 
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Figur  6:  Første  forsøgsserie  for  undersøgelsen  af  crowding‐effekten.  Ved  t  =  6.000  sekunder  kunne  den  elektriske  kalibrering  ses.  Efter 
kalibreringen blev omrøringen  tændt og  slangerne  fra  sprøjterne med enzymer blev nedsænket  i  cellen hvilket gav  støjen umiddelbart efter 
kalibreringen.  Injektionen  skete ved  t = 13.000 sekunder  (3,5  timer efter start). Det 3. punkt blev  indført ved  t = 16.000. Kanal 3 kunne  ikke 
bruges pga. den skæve basislinje, mens kanal 4 havde højt støj niveau. 
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Figur 7: Anden forsøgsserie for undersøgelsen af crowding‐effekten. Omrøring tændtes ved t = 3.000 sekunder. Injektionen skete ved t = 6.300 
sekunder (1,75 timer efter start). Det 3. punkt blev indført ved t = 8.250 
Det er meget tydeligt at se, allerede på de korrigerede data, at det er muligt at opnå en lineær kinetik hvis enzymerne 
udsættes for et overskud af substrat.  
På Figur 8 ses et eksempel på lapning af kurverne med det 3. punkt for dag 2.  Lapningen blev lavet ved at tilpasse en 
funktion til en række af værdierne hhv.  før og efter omrøringen blev slukket. Herefter blev de oprindelige værdier  i 
tidsrummet uden omrøring erstattet med værdierne  fra  funktionen.  Injektionstiden blev sat til nul  for at  fjerne den 
høje top der fremkommer lige når cellerne er blevet nedsænket. 
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Figur 8: Forsøgene fra dag 2 med det 3. punkt lappet med hhv. et polynomium (15 FPU) og en lineær funktion (2,5 FPU). 
Det blev  fundet at 2,5FPU  forsøgene var  lineære nok  til at de kunne  lappes med en  lineær  funktion der erstattede 
punkterne.  
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Efter forskellen med og uden omrøring var bestemt fremkom følgende tre punkter til at danne basislinjerne som ses 
på Figur 9 og Figur 10 
 
Figur 9: Fald af friktionsvarme ved 15FPU hydrolyse ved hhv. t = 0, t = 3.600 og t = 14.000 (Dag 1) og t = 7.200 (Dag 2). 
Det blev observeret at det 3. punkt ikke var nødvendigt ved hydrolyse med 2,5FPU da faldet af friktion var lineær. 
 
Figur 10: Fald af friktionsvarme ved 2,5FPU hydrolyse 
For 15FPU var resultatet lidt mere besværligt. På Figur 11 ses de forskellige typer fit der kunne laves til de tre punkter 
for 15 FPU CH1 dag 2.  
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Figur 11: De forskellige muligheder til dannelse af basislinje ved 15FPU eksperimenterne. Sort = Lineær fra start til slut, Grøn = Stykvis  lineær, 
Rød = Eksponentiel fit, Blå = Polynomie 
Det var muligt at lave fire forskellige tilpasninger til at beskrive aftagelse af friktionen.   
1. Lineære fra start til slut,  
2. Stykvis lineær, F1 til F2 og F2 til F3,  
3. Eksponentiel fit  
4. Polynomisk fit.  
Som  det  ses,  er  det  eksponentielle  og  polynomiske  tilpasninger  ikke  brugbare,  når  der  er  så  stor  forskel mellem 
størrelsen på x og y aksen, hvorfor den stykvis lineære tilgang blev valgt. Et eksempel på data før og efter basislinjen 
trækkes fra, kan ses på Figur 12. 
-1000 0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000
0
5
10
15
20
25
30
μW
Tid (sek)
 CH1 korrigeret
 CH1 basislinje
 CH1 minus basislinje
DAG 2: 15 FPU RAC BASISLINJE
 
Figur 12: Eksempel på forskel i areal med og uden basislinjen fratrukket for en 15 FPU hydrolyse.  
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Når  hele  hydrolyseforløbet  observeres,  ses  det  at  basislinjen  fremstår  som  næsten  lineær.  Derfor  kan  der 
argumenteres både  for og  imod  at  gøre brug  af  den  noget mere omstændige  stykvise  funktion,  frem  for  at  finde 
hældningen  på  basislinjen  mellem  injektion  og  afslutning.  Dette  især  set  i  lyset  af  de  andre  fejlkilder,  der  er 
præsenteret i projektet. Her vælges der dog at fortsætte med den stykvise tilgang da den er den mest korrekte som 
udgangspunkt. 
De endelige resultater af databehandlingen kan ses på Figur 13 og Figur 14. 
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Figur 13: Data fra dag 1 med fratrukket basislinje. 
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Figur 14: Data fra dag 2 med fratrukket basislinje 
Det  kunne  ses allerede  ved de  korrigerede data,  at det  var muligt at  fjerne burst  fasen  ved at  anvende en  lavere 
enzymdosis når en amorf cellulose anvendes som substrat. De færdigbehandlede data, som ses på Figur 13 og Figur 
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14, gør det muligt at integrere forsøgene. Herfra er det muligt at undersøge, om der er en sammenhæng mellem den 
frigivede varme og koncentrationen af sukker, hvilket kan ses i glukose assay‐forsøget i afsnit 5.4.   
5.3 HETEROGENT  SUBSTRAT 
Som  tidligere  nævnt,  så  kunne  cellulosens  komposition  af  amorf  og  krystallinsk  cellulose  have  en  indflydelse  på 
hydrolyseraten  i heterogene substrater. For at belyse denne problemstilling blev der  I dette forsøg eksperimenteret 
med  at  hydrolysere  på  et  blandingssubstrat  bestående  af  to  ideelle  modelsubstrater,  det  amorfe  RAC  og  det 
krystallinske Avicel. Dette  forsøg blev udført  for at undersøge, hvorvidt cellulasesystemet havde en præference  for 
amorf substrat. Hvis dette var tilfældet ville der kunne ses et ”knæk” i hydrolysehastigheden når cellulasen gik fra at 
hydrolysere RAC til at hydrolysere Avicel.  
Der blev udført  forsøg som beskrevet  i tabellen nedenunder. Der blev  fordelt 0,8 % RAC og 0,8 % Avicel  i cellerne  i 
forhold som indikeret af skråstregen, således at 33/66 betyder at cellen indeholdte 333 µL RAC og 666 µL Avicel. 
Dag 1: 15FPU Dag 2: 15FPU Dag 3: 2,5FPU
CH1  0/100 CH1 Fejl 100/0 CH1 Fejl 0/100
CH2  Fejl 33/66 CH2 66/33 CH2 Fejl 33/66
CH3  66/33 CH3 Fejl 33/66 CH3 Fejl 66/33
CH4  Fejl 100/0 CH4 0/100 CH4 Fejl 100/0
De korrigerede data kan ses på Figur 15 til Figur 17. 
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Figur 15: 15FPU hydrolyse med  fordeling af RAC og Avicel  som angivet  i grafen. Kanal 2 er markeret med  fejl pga.  stigende  friktion  (højere 
friktion efter hydrolysen). Kanal 4 havde et højt støjniveau. 
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Figur 16: 15FPU hydrolyse med fordeling af RAC og Avicel som angivet  i grafen. Kanal 1 er undladt fordi den var ude af grafen. Kanal 3 havde 
friktion der steg fra F2 til F3. 
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Figur  17: Hydrolyse  af  substratblandingerne  ved  2,5  FPU. Det  er  ikke muligt  at  finde  arealerne  for  nogen  af  forsøgene,  da  friktionen  efter 
forsøget ved en fejl ikke blev målt.  
Som det kunne ses på de tre foregående figurer, så var det kun de korrigerede data fra dag 1, der viste sammenhæng 
mellem substrat‐forhold og hydrolyse. Der var ikke nogle af de fraktionerede prøver (33/66 og 66/33), der viste nogen 
tendens hinanden imellem. Ved 15 FPU forsøgene kan dette skyldes at burst‐fasen overskyggede det forventede knæk 
i hydrolysen. Ved 2,5 FPU kan det skyldes at der ikke blev hydrolyseret længe nok til at hydrolysere RAC‐fraktionen af 
substratet.  Derfor  var  det  altså  kun  muligt  at  sige,  at  varmeudviklingen  forholdt  sig  i  rækkefølgen:  Ren  RAC  > 
Blandinger > Ren Avicel.  
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For  at  undersøge  hvorvidt  det  skyldtes  at  der  ikke  blev  hydrolyseret  tilstrækkeligt  længe  dag  3,  blev  der  efter 
hydrolysen analyseret med HPLC  for at  finde  koncentrationen af  frigjort glukose efter de  to  timer. Heraf  fremkom 
resultaterne på Tabel 1. 
Prøve:  Konc. glukose (mg/mL) RAC i celle (mg/mL)
100/0  0,52 (0,052 %) 8,00 (0,8 %)
66/33  0,43 5,28
33/66  0,35 2,64
0/100  0,24 0,00
Tabel 1: Glukosekoncentration i de heterogene substratprøver efter 2 timers hydrolyse med 2,5 FPU enzymer. 
Ud  fra HPLC‐prøverne  kunne det  ses, at der  ikke  var blevet  frigjort nok  sukker  til at al RAC’en  kunne  være blevet 
hydrolyseret.  Det  ses  dog,  at  der  genfindes mindre  glukose,  jo  større  andel  Avicel  der  er  i  prøven.  Hvis  tabellen 
opsættes som funktion af mol‐fraktionen, fås resultatet på Figur 18. 
 
Figur 18: Koncentrationen af glukose fundet som funktion af RAC‐andelen i substratet efter 2 timers hydrolyse ved 2,5 FPU enzymer. 
Som det ses på Figur 18, er der en  lineær sammenhæng mellem den frigjorte mængde glukose og forholdet mellem 
RAC og Avicel. Dette betyder, at Celluclast ikke har nogen præference overfor amorft substrat, som ikke er en funktion 
af koncentrationerne af de respektive amorfe og krystallinske cellulose substrater.  
5.4 GLUKOSE  ASSAY 
Der  blev  lavet  et  glukose  assay  forsøg,  hvor  varmeudviklingen  fundet  med  TAM’en,  blev  sammenholdt  med 
koncentrationen af glukose  fundet vha. HPLC. Dette  forsøg gjorde det muligt at undersøge, hvorvidt der er  lineær 
sammenhæng mellem  produktionen  af  varme  og  produktionen  af  sukker. Herved  kunne  det  undersøges,  om  der 
fremkom  varme,  der  ikke  var  et  resultat  af  sukker  der  blev  fraspaltet,  som  for  eksempel  adsorptionsvarme  og 
injektionsvarme.  
30mL 0,8 % RAC blev  sat på  varmebad med omrøring v. 25  °C og  injiceret med hhv. 15 FPU og 2,5 FPU enzymer. 
Efterfølgende blev der  taget prøver ud på 1mL, hvor enzymaktiviteten blev  stoppet  ved  kogning  ved 105  °C  i  fem 
minutter. Der blev  taget prøver ud  til  tiderne: 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 90 og 120 minutter hvorefter prøven blev 
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filtreret og analyseret med HPLC som angivet  i bilag 10.3. En  ting der er vigtig at bemærke ved dette  forsøg er, at 
bundfældning af enzymer ikke er aktuelt i dette eksperiment. Alle HPLC data fra forsøget kan findes i bilag 10.4.3.  
På Figur 19  kan det genfundne glukoseindhold  fra HPLC metoden  ses. Den  interne  standard  fucose angav at HPLC 
resultaterne havde en %CV = 0,5. 
 
Figur 19: Sukker frigivet ved hydrolyse til de forskellige tider. 
Det ses at 2,5 FPU assayet giver en lineær frigivelse af sukker, mens 15 FPU viser en høj produktion af glukose i starten 
af forsøget. Cirka 1/3 del af det sukker der bliver fundet, fremkommer indenfor de første 10 minutter af hydrolysen. 
Dette  kan  betyde  at  RAC  substratet  ikke  er  helt  homogent,  og  at  0,75 mg  i  prøven  på  8 mg  er  en meget  amorf 
cellulose. Endvidere ses det at 15 FPU når at  fraspalte 10 gange så meget sukker som 2,5 FPU der har hydrolyseret 
0,07 mg indenfor de første 10 minutter. Herefter falder hydrolyseraten for 15 FPU til tre gange 2,5 FPU. 
Forsøgende  viste  derudover,  at  den  anvendte  koncentration  af  β‐glucosidase  ikke  var  tilstrækkelig  til  at  undgå 
cellobiose i reaktionscellen i løbet af forsøget, som ses på Figur 20.  
Side 22 af 34 
 
 
Figur 20: Koncentrationen af cellobiose hen over hydrolyseforløbet. 
Det ses at cellobiosen opnår steady‐state efter 10 minutter med koncentration på 1,2 mg/mL (0,12 %) for 15 FPU og 
0,4 mg/mL (0,04 %) for 2,5 FPU, hvilket enten betyder, at β‐glucosidasen ved de koncentrationer er lige så hurtig som 
cellulaserne, eller at cellulaserne bliver  inhiberet til den grad hvor der er  ligevægt mellem  inhibering af cellulaser og 
produktiviteten af β‐glucosidasen.  
Dette kan betyde, at produkt  inhibering kan  ligge til baggrund for burst‐fasen ved at  inhibere hydrolyseraten. Dette 
modarbejdes dog af, at der ses linearitet ved forsøget med 2,5 FPU hydrolyse. 
For  at  sammenholde  sukkerkoncentrationen  og  varmeudviklingen,  anvendes  gennemsnittet  af  resultaterne  fra 
crowding‐forsøg. 
 
Figur 21: Areal  fundet ved hjælp af kalorimetri, som  funktion af  frigjort glukose  fundet ved brug af HPLC ved 15 FPU enzymer over  to timers 
hydrolyse. 
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Figur 22: Areal fundet ved hjælp af kalorimetri, som  funktion af frigjort glukose fundet ved brug af HPLC ved 2,5 FPU enzymer over to timers 
hydrolyse. 
På trods af, at en tredjedel af det totale frigjorte sukker blev frigjort indenfor de første 10 minutter af hydrolysen ved 
15 FPU ses det, at burst‐fasen slet  ikke er stor nok til at svare til den mængde glukose der bliver frigjort indenfor de 
første 10 minutter.  
5.5 UNDERSØGELSE  AF  METODE 
Da  der  er  blevet  kørt  adskillige  standard  RAC  hydrolyseforsøg  (2  timers  hydrolyse med  1mL  0,8  %  RAC,  15FPU 
Celluclast/60IU Novozym188), var det oplagt at sammenligne dem  for at  få en  idé om den  intermediære præcision 
imellem forsøgene, da der som tidligere nævnt bliver lavet antagelser vedrørende bundfældning af især enzymerne i 
sprøjten. 
Ud  af de  seks  forsøg der blev  kørt,  var det  kun  to  af  forsøgene, der  var præcise nok  til  at der  kunne  trækkes  en 
basislinje under kurven, og derved gøre det muligt at  integrere hydrolyseforløbet korrekt. De  to kurver kan  ses på 
Figur 23. 
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Figur 23: De to 15FPU hydrolyser med basislinjen = 0 
 Arealer under de to kurver og standardafvigelse kan ses i Tabel 2. 
  Dag 1  Dag 2  Middel  Std.afv. 
Gns. µW  7,496039 6,281413 6,888726 6183,867 
Tidsforløb, s  7200  7200  7200  %CV 
Areal µJ  53971,48 45226,17 49598,83 12,46777 
Tabel 2: Integrering af resultaterne fra 15 FPU hydrolyse, samt af standardafvigelse og usikkerhed. 
Som forventet er der en relativt høj afvigelse imellem de to forsøg. 
Den  intermediære præcision blev  ikke mindre af, at standardafvigelsen ved 2,5FPU/10IU forsøgene blev fundet. Her 
var det muligt at sammenholde tre forsøg over to dage. Resultatet kan ses på Figur 24 og Tabel 3. 
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Figur 24: Forsøg ved 2,5FPU hydrolyse 
  Dag 1  Dag 2 
Middel  Std. Afv.   Forsøg 1  Middel 
Gns. (µW)  1,27376  1,742003 1,507882 2383,906
Tid (sek)  7200  7200  7200  %CV 
Areal (µJ)  9171,072 12542,42 10856,75 21,95783
Tabel 3: Den intermediære præcision i forsøgs sættene ved 2,5FPU hydrolyse 
En %CV på 22 % gør det svært at finde belæg for at sammenligne forsøg, der ikke har været en del af samme kørsel.  
2 sæt data ved 2,5FPU for dag 2 gjorde det muligt at give et bud på repeterbarheden ved et forsøgsopsæt som ses i 
Tabel 4. 
  Dag 2 
  Middel  Std.afv. 
Gns. (µW) 1,742003 48,24745
Tid (sek)  7200  %CV 
Areal (µJ) 12542,42 0,384674
Tabel 4: Metodens repeterbarhed ud fra 2,5 FPU forsøg. 
Her ses en væsentligt forbedret standardafvigelse, hvilket indikerer at forberedelserne forud for en forsøgsrække har 
spillet en mærkbar rolle. 
Den høje intermediære præcision medfører, at der ikke kan findes belæg for at sammenligne resultater frembragt på 
forskellige dage. Dette betyder også, at det indledende forsøg, hvor injektionsvarmen blev målt,  ikke kan fratrækkes 
fra hovedresultaterne. Dette bliver kun mere udtrykt af det faktum, at injektionsvarmen ved 2,5 FPU i det indledende 
forsøg  havde  en  top  på  4µW,  hvilket  resulterede  i  en  negativ  hydrolyse,  når  der  sammenlignes med  nogle  af  de 
ovenstående 2,5 FPU resultater. 
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6 DISKUSSION 
Det blev fundet i crowding‐forsøget, at det var muligt at fjerne burst‐fasen i et amorft substrat RAC ved at anvende en 
enzymkoncentration på 2,5 FPU frem for 15 FPU. Det var muligt at opnå  lineær hydrolyse  i op til to timer efter den 
indledende lag‐periode hvor enzymerne binder sig til substratet.  
Det blev dog tilsvarende observeret i glukose‐assayet, at 15 FPU enzymer frigjorde 10 gange så meget sukker som 2,5 
FPU enzymerne i løbet af ti minutter, på trods af, at der kun er en faktor 6 forskel imellem dem, hvilket kunne antyde 
enten en synergisk effekt ved den høje enzymkoncentration, eller en inhiberende effekt ved lav enzymkoncentration. 
15 FPU’s hydrolyserate  faldt dog  til 3 gange 2,5 FPU efter at have  frigjort 0,75 mg glukose ud af 8 mg, hvilket kan 
skyldes enten produktinhibering fra cellobiose ved den høje koncentration, eller at RAC‐substratet ikke er homogent, 
men har en amorf og en meget amorf del. Det, at der ikke kunne ses nogen inhibering af 2,5 FPU, indikerede at der må 
være tale om to forskellige dele i RAC‐substratet. 
Noget af den endoterme effekt, der blev observeret i glukose‐assayet for 15 FPU, kan skyldes at basislinjen ikke er helt 
præcis. Hvis friktionsvarmen er faldet til den værdi, der findes ved det tredje punkt få sekunder efter injektion, fås der 
for dag 2 i Figur 9 på side 15 en forøgelse af arealet på cirka 3.000 µJ, som kan ses som arealet markeret med gråt på 
Figur 25. Dette er tæt på at få areal/glu konc. for 15 FPU på Figur 21 side 22 til at gå gennem origo. Dette ville dog ikke 
efterlade meget plads til fordelingsvarmen, der for 2,5 FPU på Figur 5 side 12 findes til at være cirka 1.000 µJ, der ville 
skulle trækkes fra hydrolyseforløbets areal, hvis den intermediære præcision ikke var på 22 %.  
 
Figur 25: Forskel i arealet fundet ved TAM afhængig af hvor hurtigt friktionen falder til værdien målt ved det 3. punkt. 
Problemet med basislinjen var ikke aktuelt for 2,5 FPU, da det blev fundet, at denne var lineær i løbet af hydrolysen.  
Ved det heterogene substrat blev det, ud for mol‐fraktionen af RAC, fundet, at cellulaserne ikke havde præference for 
amorft over krystallinsk cellulose. Det burde derfor være muligt at  finde  lineær hydrolyse ud  fra  samme  forbehold 
som beskrevet ovenover. Dog kan der være en forskel mellem amorf og meget amorf cellulose, hvad der også bliver 
postuleret som en mulighed, grundet den kraftige reduktion i hydrolyseraten efter der er blevet hydrolyseret 0,75 mg 
af RAC prøven. 
 
Side 27 af 34 
 
 
7 KONKLUSION 
Under projektforløbet blev det undersøgt, hvorvidt det var muligt at fortynde enzymkoncentrationen, således at den 
ikke‐lineære kinetik, der viste sig i form af en burst‐fase ved 15 FPU Celluclast / 60 IU Novozym 188 dosering, ikke blev 
aktuel. 
Det blev fundet, at det på trods af mulig produktinhibering, var muligt at opnå lineær kinetik, og derved undgå burst‐
fasen, i op til to timer ved enzym koncentration på ≤2,5 FPU i 1 mL 0,8 % RAC. 
Det blev endvidere fundet at Celluclast ved 2,5 FPU Celluclast / 10 IU Novozym 188 ikke havde nogen præference for 
RAC over Avicel, men at den overordnede hydrolyserate  faldt  lineært  som  funktion af at molfraktionen af RAC og 
Avicel ændrede sig. 
Det var ikke muligt at sige noget konkluderende vedrørende en varmeudvikling som ikke var et resultat af frigivelsen 
af glukose. Men det blev fundet, at der er en fordelingsvarme, der skal kompenseres for ved injektion, og at etablering 
af en korrekt basislinje er nødvendig for at kunne bestemme, om der er nogen varmeudvikling som ikke er et resultat 
af hydrolyse. 
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8 PERSPEKTIVERING 
Her vil nogle af tankerne vedrørende projektet samt potentielle fremtidige forsøg blive beskrevet. 
8.1 METODER: 
1. Bedre buffer: eller karakterisering af opløselighedsgrad af Celluclast og Novozym 188 i buffer. 
2. Bedre bestemmelse af basislinjen: Den mest korrekte metode.  
3. Bedre metode  til enzym‐inaktivering: 5 min.  kogning medfører nogen usikkerhed på hydrolysetiden.  Især 
ved forsøg hvor burst‐fasen undersøges, hvor det ønskes at kortlægge de første 30 minutter af hydrolysen så 
detaljeret som muligt.  
8.2 FORSØG:  
1. Bedre karakterisering af RAC: Karakteriseringen af RAC blev kun foretaget ud fra en visuel sammenligning og 
et  hydrolyseforsøg,  der  ikke  kunne  eftervise  de  oprindelige  forfatteres  resultater.  Der  findes  kvalitative 
metoder, der kan påvise at RAC f.eks. har et større overfladeareal end PASC og Avicel, og som vil kunne give 
et bedre mål for deres indbyrdes forskelle. En normalt anvendt metode til at måle overfladeareal måler hvor 
meget af en analyt, der absorberes til cellulosen, f.eks. nitrogen.  Disse metoder har dog den ulempe, at de er 
meget afhængige af, hvordan forsøget bliver opsat, reaktionstid m.m., hvorfor de er svære at sammenligne 
fra forsøg til forsøg (Zhang and Lynd 2004). En metode, der  ikke har dette problem, er en solute‐exclusion‐
metode, der  involverer brug af pakkede  kolonner  (Neuman and Walker 1992). Denne metode kræver dog 
nogen  rutine  at udføre  tilfredsstillende  (Inglesby and  Zeronian 2002).  En nemmere metode, der dog  lider 
under forsøgsbetingelserne, er adsorption af farvestof til cellulosen, hvorefter rest‐koncentrationen måles på 
et spektrofotometer (Inglesby and Zeronian 1996; Inglesby and Zeronian 2002; Goodrich and Winter 2007). 
2. Crowding: Bedre karakterisering af, hvor høj enzymkoncentration  (5 og 10 FPU etc.) der kan anvendes  før 
ikke‐linearitet  opstår,  samt  om  lineariteten  afhænger  af,  hvornår  den  første meget  amorfe  del  af  RAC‐
substratet er hydrolyseret. Dette vil kunne undersøges ved at hydrolysere med 2,5 FPU indtil 0,75 mg glukose 
er  frigjort ved det anvendte substrat, og dernæst observere, om der  fremkommer et knæk tilsvarende det, 
som forekom ved 15 FPU. 
3. Heterogene  substrater:  Det  var  kun  muligt  at  beregne  basislinje  på  et  fåtal  af  TAM‐forsøgene  i  dette 
eksperiment. Hvis mængden af  sukker udløst  som  funktion af molfraktionen havde angivet et  ikke‐lineært 
forhold,  ville  TAM‐resultaterne  kunne  have  givet  et  indblik  i  kinetikken  mellem  cellulaserne  og  de  to 
cellulose‐substrater. Derfor er der som udgangspunkt ikke nogen grund til at gentage kalorimetri‐forsøgene. 
Dog kan det vise sig aktuelt, hvis det bliver påvist, at der er en præference overfor det meget amorfe RAC, 
som  glukose‐forsøget  jo  gav  indikationer  for.  Derudover  kunne  BMCC‐substratet,  som  nævnt  i  afsnit  3.3 
”Hydrolyse af cellulose”,  tænkes at være et bedre modelsubstrat end Avicel, da det er et mere homogent 
substrat end Avicel. 
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10 BILAG 
10.1 RAC  METHOD  OF  PRODUCTION   
Adapted from Zhang et al. 2006 
 
1. Add 2 g Avicel PH‐105 or Sigmacell20 to a 500 mL centrifuge tube. 
2. Add 6 mL MQ to form a slurry. 
3. Add 80 mL of ice‐cold 85 % ortho‐phosphoric acid, slowly with vigorous stirring. 
4. Mix the suspension very evenly, there should be formed a clear solution. 
5. Add 20 mL more of the ice‐cold 85 % ortho‐phosphoric acid and keep it on ice for an hour. 
6. Add 400 mL of ice‐cold water at 100 mL per addition, stirring vigorously. 
7. There is a white cloudy precipitate formed, centrifuge (5000 g, 4 °C, 20 min) 
8. Resuspend the pellet in ice‐cold water. 
9. Centrifuge and resuspend (repeat 4 times in total). 
10. Add 5 mL 2 M Na2CO3 then 450 mL ice‐cold water to resuspend the pellet. 
11. Centrifuge and resuspend in 50 mM sodium acetate + 2 mM CaCl2 buffer (repeat 2 times in 
total). 
12. Check the pH is 5.00 
13. Homogenize for 20 min on ice. 
14. Add 5 mM sodium azide. 
15. Store at 4 °C. 
10.2 TOTAL  SOLIDS  DETERMINATION. 
Adapted from Sluiter et al. 2008. 
Conditions:  
The sample must not be subject to chemical change by heating. This  is the case for acidic or basic biomass samples. 
Check pretreatment history.  
Equipment: 
Convection oven at 105 °C ± 3 °C, Aluminum weighing boats, Balance, Dessicator and dessicant. 
Procedure for relatively dry samples: 
1. Dry the aluminum weighing boats in the oven for min 4 h. 
2. Cool in the dessicator. 
3. Weigh to 0.1 mg, all handling is with tweezers/gloves. 
4. Weigh ca. 1 g accurately onto the boat. Record weight to 0.1 mg. 
5. Place in the oven overnight.  
6. Cool in the dessicator, weigh sample. 
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10.3 HPLC 
Initial Carbohydrate Determination by HPLC. 
Adapted from (Sluiter et al., 2006). 
Column: Column  is   Aminex HPX‐87H. Mobile phase  is 5 mM H2SO4.   60 °C, 0.6 mL/min. RI 
detector @ approximately 45 °C. 
Table 1. Selected Retention Times (from approximately 60 °C) 
Saccharide  Retention Time  Current Cal. Info 
   
mg/mL 
Need exact 
wt. ELR 
Area 
D(+)Cellotriose  6.60     
D(+)Cellobiose  7.27  6 mg/mL  3990251 
Galacturonic acid  8.27     
D(+)Glucose  8.95     
D(+)Xylose  9.58  6 mg/mL  3773081 
D(+)Sorbitol (sugar alcohol)  10.06  5 mg/mL  3935818 
L‐Arabinose  10.41  2 mg/mL  1385078 
D(+)Fucose  10.99     
 
Standards. NOTE: 24 mg/mL is too high, 18 mg/mL is as high as we have analyzed. 
Note on standards: 
Prepare  stocks  of maximum  concentration  ×4,  and  dilute  as  indicated  below  to  produce 
other  standards.  All  are  filtered  through  0.45  µm  filters  and  degassed  as  per  standard 
procedure.  A  separate  solution  of  all  standards  at  4  mg/mL  (or  suitable)  is  prepared. 
Standards may be stored for 3 − 4 d at 4 °C, or frozen for extended shelf life. 
Samples for hydrolysis monomer detection: 
1. Centrifuge all samples at 13,500 rpm (max), for  10 min. 
2. Filter as much sample as possible through 0.45 µm filters. 
3. To 250 µL of  sample  supernatant add 750 µL acidified  standard  fucose mix  (exact 
concentration to be recorded in lab book).  
4. To another 250 µL sample supernatant add 750 µL buffer and save for DNS assay. 
5. The  separate  standards  are  run  each  time;  the  4  mg/mL  (example)  separate 
standard is placed in the middle of the samples run to ensure calibration standards 
are met.  
6. Samples are analyzed at least in duplicate i.e. 2 sequences.  
1  Sluiter, A., B. Hames, R. Ruiz, C. Scarlata, J. Sluiter and D. Templeton (2006). 
"Determination of Sugars, Byproducts, and Degradation Products in Liquid Fraction 
Process Samples". 
  http://www.nrel.gov/biomass/analytical_procedures.html 
  30/06/08 
 
   
Side 32 af 34 
 
10.4 RESULTATER  OG  ARBEJDSTEGNINGER 
10.4.1 ARBEJDSTEGNING  
 
Side 33 af 34 
 
10.4.2 TØRSTOFPRØVER  
Resultaterne fra tørstofprøverne. Skål angiver keramikskålens vægt, våd = keramikskål + prøve og tør = keramikskål + 
inddampet prøve. 
RAC  Vægt, mg 
Prøve  skål  våd  tør  %TS  Avg.  mcell (g/L) 
k1  11,0481  12,0506 11,0547 0,658354      
k2  11,1258  12,1002 11,1326 0,697865      
k3  12,0918  13,0742 12,0987 0,702362 0,686194 6,86 
k4*  20397,8  21405,5 20405,7 0,783963      
k5*  19391,8  20377,9 19399,8 0,811277 0,79762  7,98 
*k4 og k5 er de opkoncentrerede prøver. 
Avicel  Vægt i mg 
Prøve  skål  våd  tør  %TS  Avg.  mcell (g/L) 
k1  11493,8  12471,2 11512,1 1,8723143       
k2  20620  21608,7 20637,2 1,73965814      
k3  12092,5  13077,2 12110,4 1,81781253 1,809928 18,10 
10.4.3 HPLC  RESULTATER 
 
y  = 
680760x 
y  = 
680760x 
Time 8.95  Time 7.25 
Serie
s  Smpl Name  Area 1  Area 2  Avg 
Glucose 
g/L  Fucose  Fucose 
Cellobio
se 
Cellobio
se  Avg  Cell g/L 
  
2.016 
mg/mL  tid    
142859
6       
K1  Glu std. 
140896
8 
140406
8 
140651
8  8,26 
140743
0 
140800
8  0  0  0  0,00 
K2  15 FPU  0  0  0  0  0,00 
140847
0 
140277
6  0  0  0  0,00 
K3  15 FPU  10  129881  126274 
128077,
5  0,75 
140300
2 
140295
4  204512  203736  204124  1,20 
K4  15 FPU  20  166085  165352 
165718,
5  0,97 
140263
0 
139841
7  211867  211250 
211558,
5  1,24 
K5  15 FPU  30  189144  189423 
189283,
5  1,11 
141752
5 
141745
6  196697  198795  197746  1,16 
K6  Glu 
144939
4 
145328
8 
145134
1  8,53 
139532
6 
139761
7  0  0  0  0,00 
K7  15 FPU  40  210795  211797  211296  1,24 
140560
5 
141100
0  208039  208209  208124  1,22 
K8  15 FPU  50  237182  231889 
234535,
5  1,38 
140544
3 
140544
9  207795  208286 
208040,
5  1,22 
K9  15 FPU  60  255503  255991  255747  1,50 
140141
8 
140456
3  203023  203069  203046  1,19 
K10  15 FPU  90  314607  315124 
314865,
5  1,85 
140090
4 
140706
7  186431  186704 
186567,
5  1,10 
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K11  15 FPU 
12
0  369881  370652 
370266,
5  2,18 
140357
4 
140645
2  165819  166391  166105  0,98 
K12  Glu 
145399
4 
145374
6 
145387
0  8,54 
139565
5 
139638
3  0  0  0  0,00 
K13  2,5 FPU  0  0  0  0  0,00 
140936
5 
140185
6  0  0  0  0,00 
K14  2,5 FPU  10  11381  11570  11475,5  0,07 
140214
0 
139831
8  66839  66535  66687  0,39 
K15  2,5 FPU  20  19686  18843  19264,5  0,11 
140698
1 
139536
1  69111  69662  69386,5  0,41 
K16  2,5 FPU  30  26953  26819  26886  0,16 
140616
7 
140660
3  69021  68956  68988,5  0,41 
K17  Glu 
146657
5 
146034
1 
146345
8  8,60 
139279
6 
138610
5  0  0  0  0,00 
K18  2,5 FPU  40  34931  33920  34425,5  0,20 
140827
4 
140024
8  68634  68313  68473,5  0,40 
K19  2,5 FPU  50  42559  42127  42343  0,25 
140786
6 
139820
3  70301  68624  69462,5  0,41 
K20  2,5 FPU  60  50829  50673  50751  0,30 
140291
4 
140195
7  71032  69773  70402,5  0,41 
K21  2,5 FPU  90  69112  68354  68733  0,40 
140393
9 
139796
7  68548  69238  68893  0,40 
K22  2,5 FPU 
12
0  84326  83207  83766,5  0,49 
140899
2 
140998
6  62611  62641  62626  0,37 
K23  Glu 
148102
7 
148345
1 
148223
9  8,71 
139194
5 
139343
8  0  0  0  0,00 
K29 
2,5  FPU 
100/0  88685  89728  89206,5  0,52 
140935
0 
139817
5  54838  55668  55253  0,32 
K30 
2,5  FPU 
66/33  72649  72113  72381  0,43 
141197
8 
140462
0  46405  44838  45621,5  0,27 
K31 
2,5  FPU 
33/66  60680  60010  60345  0,35 
141055
5 
140008
6  37418  36885  37151,5  0,22 
K32 
2,5  FPU 
0/100  40470  40038  40254  0,24 
140184
4 
139867
8  16232  15002  15617  0,09 
K33  50oC ITC  694667  691719  693193  4,07 
141455
2 
140483
0  41904  44802  43353  0,25 
K34  Glu 
142306
3 
141877
7 
142092
0  8,35 
140339
4 
139958
6  0  0  0  0,00 
  
2.016 
mg/mL          
#######
#  ########          
Avg 
140377
6 
SD  6926 
CV %  0,49 
 
 
 
 
